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Abstract (Basic) : WO 200000595 Al 

NOVELTY - Use of enzymes (I) with alpha-galactosyltransf erase (aGT) 
activity derived from insect cells, for the enzymatic production of 
alpha-galactosylated compounds (II) by the transfer of galactose (Gal) 
on to a terminal Gal residue of a selected substrate, is new. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the 
following : 

(a) the cell line CNCM 1-2045, from Mamestra brassicae,- 

(b) cell extract with aGT, particularly alpha-1 , 4 -aGT, activity, 
produced from insect cells; 

(c) enzymatic production of (II) by reacting UDP 
(uridine-diphosphate) -Gal with a substratet in presence of (I), 
optionally followed by purification; 

(d) compounds of formula (I la) ; 

(e) pharmaceutical composition containing (Ila) and a vehicle, 
optionally also one or more antibiotics; and 

(f ) food composition containing (Ila) . 
Galalphal-nGalbetal-no-X-R (Ila) 

n0=l-4 or 6 and is the position on residue X of the carbon atom 
carrying a hydroxy group that binds to Galbetal, particularly 3 or 4; 

n=position of carbon atom on second Gal that carries the hydroxy 
group which binds to transfered Galalphal; 

X=oside, particularly the residue of Gal, glucose (Glc) , 
N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) or 2 -O-acetyl -D-galactopyranose ; 

R=hydrogen, mono- or oligo- saccharide , oside or oligoside carrying 
an aglycone at its reducing end, an aglycone (e.g. benzyl, phenyl 
(optionally substituted,- particularly 4 -nitrophenyl) or 1-10C alkyl, 
particularly 1-7C linear alkyl) , glycoprotein (preferably substituted 
by O-glycans such as asialo-f etuin) , amino acid, peptide, protein or 
neoglycoprotein (preferably bovine serum albumin coupled to an 
oligoside) , glycolipid (particularly lactosylceramide or gangliosides 
GD3 or GM3) , a lipid, a ceramide, or a multivalent non- immunogenic 
carrier (preferably derived from polyacrylamide or polylysine in which 
sidechains are substituted by Galbetal -nO-X) . 

ACTIVITY - Antibacterial ; ' antiviral ; anabolic,- probiotic. 

MECHANISM OF ACTION - None given. 

USE - (II) are probiotics and growth factors, useful in human and 
animal foods and pharmaceuticals, particularly for preventing or 
treating bacterial and viral infections (e.g. Escherichia coli or 
Streoptococcus suis) . Glycans containing the Galalphal-4Gal motif can 
also be used in vaccines, e.g. to control parvovirus B19. 

ADVANTAGE - (I) have high activity for the production of (II) (for 
which chemical methods produce only low yields) . 

pp; 52 DwgNo 0/0 



Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - BIOLOGY - Preferred Enzymes: The enzyme with aGT 
activity is alphal,4-GT and is obtained from lepidopteran cells, 
specifically Spodoptera (S. f rugiperda) , Trichoplusia (T. ni) or 
Mamestra (M . brassicae) , most particularly 1-2045. 

Preferred Process: The reaction is catalyzed by insect cells 
themselves, or by a cellular extract. It results in a compound having 
the motif Galalphal-4Gal at the non-reducing end. The substrate is 
Galbetal-nO-X-R. 

Preparation: Cell lines producing (I) are produced by culturing 
explants from insects for about 8 months, with weekly passaging, to 
establish permanent cell lines which are then cloned. Extraction of the 
cells is by lysis, centrif ugation at low speed, ultracentrif ugation and 
elimination of the supernatant. The pellet (microsomal fraction) is 
then resuspended in 0.25 M sucrose- 0 . 2 M sodium chloride and preserved 
at -80 degrees C. 

POLYMERS - A suitable non- immunogenic carrier for (II) is 
polyacrylamide . 
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ENZYMES A ACTIVITE a-GALACTOSYL TRANSFERASE DE 
CELLULES D'INSECTES, ET LEURS UTILISATIONS 



La presente invention a pour objet l'utilisation d' enzymes a activite a- 
galactosy transferase provenant de cellules d'insectes pour la mise en oeuvre de 
procedes enzymatiques de transfert de residus galactose sur un residu terminal 
de galactose d'un substrat determine, notamment dans le cadre de la preparation 
de composes a-galactosyles utilisables en tant que probiotiques ou facteurs de 
croissance dans des compositions alimentaires ou pharmaceutiques destiriees a 
I'homme ou a I' animal. 

L' invention concerne egalement les procedes enzymatiques susmentionnes 
de transfert de residus galactose, ainsi que les composes obtenus par ces 
procedes, et les compositions alimentaires ou pharmaceutiques comprenant 
lesdits composes. 

De nombreuses etudes ont tente d' identifier la structure des /V-gly Cannes 
portes par des glycoproteines exprimees dans differentes cellules d'insectes, 
principalement dans la lignee Spodoptera frugiperda 9, en utilisant le 
baculovirus comme vecteur depression. Deux families de 7V-glycannes ont ete 
essentiellement retrouvees, (i) des structures de type oligomannosidique 
(Man 9 . 5 GlcNAc 2 ), et (ii) de petites structures tronquees, frequemment porteuses 
d'un residu de fucose lie en al,6 sur le residu de GlcNAc implique dans la 
liaison N-glycosidique (Man 3 . 2 [Fuc 0 . 1 ]GlcNAc 2 ) (Kuroda et aL, 1986a; Jarvis et 
Summers, 1989; Kuroda et al. 9 1989; Kuroda et aL, 1990; Kuroda et aL, 1991; 
Chen et aL, 1991; Wathen et aL, 1991; Williams et al., 1991; Noteborn et aL, 
1992; Veit et aL, 1993; Voss et aL, 1993; Yeh et aL, 1993; Manneberg et aL, 
1994; Ponimaskin et aL, 1994, Lopez et al, 1997). De plus, une petite 
proportion de structures hybrides contenant un unique residu de GlcNAc en 
position terminale a ete mis en evidence sur l'interleukine-3 murine exprimee 
dans des larves de Bo/nbix mori (Hogeland et Deinzer, 1994) et recemment, une 
analyse des W-glycopeptides issus de 1' interferon y humain produit dans la lignee 
cellulaire d'insecte Estigmena acrea a permis de mettre en evidence des AT-, 
glycannes de type hybride et de type N-acetyllactosaminique possedant des 
residus de GlcNAc et de Gal en position terminale non reductrice (Ogonah et 
aL, 1996). En revanche, un seul groupe a montre que le plasminogen humain 
recombinant produit dans les lignees de lepidopteres Spodoptera frugiperda 21 
et Mamestra brassicae en utilisant le baculovirus comme vecteur depression, 
pouyait etre porteur de glycannes de type yV-acetyllactosaminique bi, tri- et tetra- 
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antennes avec des residus d'acide sialique en position terminale (Davidson et 
al., 1990; Davidson and Castellino, 1991a et 1991b). 

L'etude des N-glycannes qui substituent les glycoproteins endogenes 
d'insectes prouve que ces dernieres sont totalement depourvues de glycannes de 
type N-acetyllactosaminique (Butters and Hughes, 1981; Hsieh and Robbins, 
1984; Williams et ai, 1991) mais peuvent porter des oligosaccharides possedant 
des residus de GlcNAc ou de GalNAc en position terminale non reductrice 
(Hard et aL t 1993; Kubelka et aL, 1993; Kubelka et aL, 1994). D'autres 
equipes ont recherche dans les lignees cellulaires de lepidopteres les activites 
enzymatiques, qui catalysent dans les cellules de mammiferes, la transformation 
des ZV-glycannes de type oligomannosidique en structures hybrides puis en 
structures N-acetyllactosaminiques. Ces travaux ont montre que les cellules de 
lepidopteres possedent une activite a-mannosidase II (Altmann and Marz, 
1995), une tres faible activite pi,2-N-acetylglucosaminyltransferase I (Altmann 
et al, 1993a; Velardo et ai, 1993), des activites <xl,6- ou al,3- 
fucosyltransferasiques (Staudacher et ai, 1992b), et sont totalement depourvues 
des activites [31,4-galactosyltransferasique et sialyllransferasiques. 

Les investigations se sont principalement focalisees sur T identification des 
N-glycannes synthetises par les insectes, au detriment de revaluation des 
capacites de O-glycosylation de ces lignees. A ce jour, les <9-glycannes 
d'insectes identifies sont essentiellement des structures simples, reduites au 
noyau (GalNAc ou Gal|31-3GalNAc), sans squelette ni sucre peripherique. La 
comparaison des 0-glycannes portes par une glycoproteine recombinante, la 
gp50 (proteine de Tenveloppe du pseudorabies virus), produite simultanement 
dans la lignee d'insecte Spodoptera frugiperda 9, et dans deux lignees de 
mammiferes Vero et CHO montre que les sites de Oglycosylation des gp50 
exprimees dans les cellules de mammiferes sont exclusivement substitues par le 
disaccharide Gaipi-3GaINAc porteur de un ou deux residus d'acide sialique. En 
revanche, les sites de O-glycosylation de la gp50 exprimee dans le systeme 
bzculovirus-Spodoptera frugiperda 9 sont essentiellement occupes par un unique 
residu de GalNAc (antigene-Tn) et pour une tres faible proportion par le 
disaccharide Galpl-3GalNAc (antigene-T). De plus, les O-glycannes de la gp50 
exprimee chez Tinsecte ne sont jamais porteurs de residus d'acide sialique 
(Thomsen et aL, 1990). L'analyse des O-glycannes portes par la chimeric 
respiratory syncytial virus protein exprimee dans Spodoptera frugiperda 9 
(Wathen et aL, 1991), ou ceux retrouves sur l'interleukine 2 humaine produite 
par Spodoptera frugiperda 21 (Grabenhorst et ai, 1993) confirment la seule 
presence des antigenes-Tn et -T. 
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Afin de poursuivre la comparaison entre le potentiel de O-glycosyiation 
des lignees cellulaires de mammiferes Vero et CHO, et celui de la lignee de 
lepidoptere Spodoptera frugiperda 9, Thomsen et al. (1990) ont mesure dans ies 
trois lignees cellulaires les activites enzymatiques successives responsables de la 
synthase des antigenes-Tn et -T : la polypeptide Macfitylgalactosaminyl 
transferase et la pl,3-gaIactosyltransferase. Ainsi, les auteurs ont constate que 
Pactivite polypeptide /V-acetylgalactosaminyltransferase etait similaire dans les 
trois lignees, mais comme Tanalyse structurale le laissait supposer, l'activite 
(31,3-galactosyltransferase etait extremement faible dans les cellules de 
lepidoptere. 

En resume, la nature des N~ et 0-glycannes portes par les glycoproteines 
recombinantes exprimees dans le systeme baculovirus / cellules d'insectes ou 
par les glycoproteines endogenes des lignees cellulaires de lepidopteres, ainsi 
que la mesure des activites glycosyltransferasiques qui catalysent la synthese de 
ces N- et 0-glycannes prouvent que le potentiel de glycosylation des lignees 
cellulaires d'insectes est deficient part rapport a celui des cellules de 
mammiferes. 

On peut conclure des etudes menees jusqu'a present sur les cellules 
d 1 insectes, qu'il y a peu de galactose dans les cellules d'insectes, et, en tout etat 
de cause, qu'aucune structure galactosidique en a n'a ete mise en evidence dans 
ces dernieres. 

Aujourd'hui, il est clairement etabli que des epitopes oligosaccharidiques 
substituant des glycoproteines ou des glycosides presents a la surface des tissus 
de nombreux mammiferes sont a l'origine de Timpossibilite de realiser des 
xenogreffes, en particulier la transplantation d'organes animaux chez I'homme. 
Le principal responsable du rejet par le corps humain des greffons animaux a ete 
identifie comme etant un epitope ct-galactosyle, le disaccharide Galal-3Gal 
(Galili et aL, 1988, Rother et Squinto, 1996). En effet, environ 1% des IgG 
humaines presentes dans la circulation sanguine reconnaissent specifiquement le 
disaccharide Gakxl-3Gal, que cet epitope soit porteN par des glycoproteines 
(Castronovo et aL, 1987; Towbin et aL, 1987) ou des glycosphingolipides 
(Galili et aL, 1984, 1985 et 1987). 

Par ailleurs, il est connu qu'a la surface des hematies et des cellules 
epitheliales humaines et animates, constituant les membranes des tissus, se 
trouvent des glycolipides possedant le disaccharide Galal-4Gal 5 parmi lesquels 
le galabiosyl ceramide, les antigenes p\ P et PI . 

Ce disaccharide Galal-4Gal est la structure reconnue par des bacteries, 
des toxines bacteriennes et des virus dans le cadre du processus d* adhesion de 
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ces derniers sur les membranes. Ce disaccharide pourrait s'il etait utilise en tant 
que medicament, empecher ce phenomene d'adhesion par un mecanisme de 
competition. 

Cependant, les trop faibles rendements des procedes de synthese chimique 
des epitopes a-galactosyles en general, et plus particulierement des 
disaccharides Galal-3Gal et Galal-4Gal susmentionnes, ne permettent pas 
d'envisager une application industrielle de ces composes, notamment dans le 
cadre de la prevention des rejets de greffe dans le cas du disaccharide Galal- 
3Gal, oti en tant que probiotique ou facteur de croissance dans le cas du 
disaccharide Galal-4Gal. 

La presente invention decoule de la decouverte faite par les Inventeurs, 
que, contrairement a ce que le laisse suggerer l'etat de la technique decrit ci- 
dessus sur ce sujet, les cellules d'insectes expriment des enzymes a activite a- 
galactosyltranferase participant a la synthese de composes a-galactosyles. 

La presente invention a pour but de fournir de nouveaux procedes 
enzymatiques de preparation de composes a-galactosyles. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouveaux composes a- 
galactosyles tels qu'obtenus par mise en oeuvre de ces procedes. 

L'invention a plus particulierement pour but de fournir de nouveaux 
medicaments contenant des composes a-galactosyles susmentionnes, notamment 
des composes comportant la structure Gaial-4Gal susmentionnee. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelles methodes de 
prevention ou de traitement des infections bacteriennes ou virales par 
administration chez Thomme ou l'animal de compositions pharmaceutiques 
comprenant lesdits composes comportant la structure Galal-4Gal 
susmentionnee. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouveaux complements 
nutritionnels, ou de nouvelles compositions alimentaires, comprenant lesdits 
composes comportant la structure Galal-4Gal susmentionnee, et susceptibles 
d'etre utilises en nutrition humaine ou animale. 

Les principales abreviations utilisees dans ce qui precede et ce qui suit, 
sont les suivantes : 

- les monosaccharides : 
abreviation nom nom detaille 

Glc Glucose D-glucopyranose 

GlcNAc N-acetyl-D-glucosamine 2-Acetamido-2-deoxy- 



Gal Galactose 



D-glucopyranose 
D-galactopyranose 
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GalNAc N-acetyl-D-galactosamine 2-Acetarnido-2-deoxy- 

D-galactopyranose 

NeuAc acide N-acetyl-neuraminique 

- le glycosylnucleotide donneur 

5 UDP-Gal Uridine 5'-diphospho-galactose 

- lc disaccharide Galocl-4Gal en position terminale, ou a I'interieur d'un 
oligosaccharide est appele : galabiose 

- a et p correspondent aux anomeries de la liaison acetalique. 

La presente invention a pour objet l'utilisation d'enzymes a activite 

10 a-galactosyltransferase provenant de cellules d'insectes, pour la mise en oeuvre 

d'un procede enzymatique de preparation de composes a-galactosyles. 

Par procede enzymatique de preparation de composes a-galactosyles, on 
entend tout procede comprenant une etape de transfert, par l'intermediaire d'une 
liaison a, d'un residu de galactose sur un residu terminal de galactose d'un 

15 substrat determine. 

La liaison en a des deux residus de galactose susmentionnes, conduit a la 
formation d'une structure de formule Galal-nGal dans laquelle n correspond a 
la position de l'atome de carbone, du residu de galactose terminal dudit substrat, 
porteur de 1'hydroxyle sur lequel s'effectue la liaison avec le residu de galactose 

20 transfere. Par consequent n represente 1, 2, 3, 4, ou 6. 

Cette structure de formule Galal-nGal peut etre soit en position terminale 
non reductrice dans ies composes a-galactosyles ainsi obtenus, soit en position 
interne dans lesdits composes a-galactosyles lorsque le procede de preparation 
de ces derniers comprend une etape supplemental de liaison, par voie 

25 chimique ou enzymatique, d'un produit determine (designe ci-apres Rl) au 

residu de galactose identifie par Fexpression Galal dans la formule de la 
structure susmentionnee. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation susmentionnee 
de ral,4-galactosyltransferase provenant de cellules d'insectes, pour la mise en 

30 oeuvre d'un procede de preparation de composes al,4-galactosyles 5 ledit 

procede comprenant une etape de transfert d'un residu de galactose, par 
l'intermediaire d'une liaison-al,4, sur un residu terminal de galactose d'un 
substrat determine, de maniere a obtenir un compose a-galactosyle comportant 
un disaccharide Galal-4Gal en position terminale non reductrice. 

35 L'invention concerne egalement l'utilisation susmentionnee d'enzymes a 

activite a-galactosyltransferase provenant de cellules d'insectes, caracterisee en 
ce que lesdites enzymes sont celles exprimees dans les cellules d'insectes et 
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directement produites dans le milieu reactionnel dans le cadre de la mise en 
oeuvre d'un procede selon I" invention. 

A ce titre 1' invention a plus particulierement pour objet T utilisation de 
cellules d'insectes en tant que source d'enzymes a activite 
5 ccl,4-galactosyltransferase, pour la mise en oeuvre d'un procede enzymatique de 

preparation tel que decrit ci-dessus. 

L' invention concerne egalement 1'utilisation susmentionnee d'enzymes a 
activite oc-gaiactosyltransferase provenant de cellules d'insectes, caracterisee en 
ce que lesdites enzymes sont contenues dans des extraits cellulaires obtenus a 
10 partir de cellules d'insectes. 

Avantageusement les cellules d'insectes utilisees dans les procedes 
enzymatiques susmentionnes, ou a partir desquelles sont obtenus les extraits 
cellulaires susmentionnes, sont des cellules de lepidopteres. 

Notamment, les cellules de lepidopteres utilisees dans le cadre de la 
15 presente invention, sont celles des especes suivantes : 

Spodoptera, tel que Spodoptera frugiperda, 
Mamestra, tel que Mamestra brassicae, 
Trichoplusia, tel que Trichoplusia ni. 
De preference, les cellules d'insectes utilisees dans le cadre de la presente 
20 invention sont des cellules de Mamestra, tel que Mamestra brassicae, et plus 

particulierement celles de la lignee cellulaire de Mamestra brassicae deposee a 
la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de 1'Institut Pasteur 
sous le numero 1-2045, le 26 juin 1998. 

L'invention a plus particulierement pour objet 1'utilisation susmentionnee, 
25 d'une enzyme a activite al,4-galactosyltransferase provenant de cellules 

d'insectes, notamment de lepidopteres definis ci-dessus, et avantageusement de 
cellules de Mamestra decrites ci-dessus, pour la mise en oeuvre d'un procede 
enzymatique de preparation de composes ctl,4-galactosyles comprenant une 
etape de transfert d'un residu de galactose, par 1' intermediate d'une 
30 liaison-al,4, sur un residu terminal de galactose d'un substrat determine, de 

maniere a obtenir un produit comportant le disaccharide Galal-4Gal en position 
terminate non reductrice. 

Avantageusement les lignees cellulaires d'insectes utilisees dans le cadre 
de la presente invention peuvent etre obtenues de la maniere suivante : 
35 - obtention des explants, notamment par prelevement de tissus adipeux, 

d'ovaires, de tissus embryonnaires, d'hemolymphe, ou de disques imaginaux, 
- mise en culture des explants dans un milieu de culture approprie, 
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- changement du milieu de culture toutes les semaines pendant huit mois 
environ, 

- repiquage hebdomadaire de la Iignee pennanente ainsi obtenue, 

- clonage en vue de 1'etablissement d'une lignee particuliere. 
Differentes methodes d'obtention de lignees cellulaires d'insectes sont 

decrites de facon detaillee dans les revues suivantes : 

- These de I'Universite des Sciences et Techniques du Languedoc 
soutenue le 5 juin 1975 par Jean-Marie Quiot, "Recherches sur la culture in 
vitro de cellules d'insectes et Taction de germes entomopathogenes en culture 
cellulaire", enregistree a la bibliotheque centrale du Centre National de la 
Recherche Scientifique sous le numero A.O. 10.963, 

- K. Aizawa, "Cell culture of Lepidoptera", paru dans Invertebrate Tissue 
Culture, edite par C. Vago, Academic Press New York and London (1971). 

L' invention concerne egalement les extraits cellulaires susmentionnes a 
activite a-galactosyltransferase, notamment a activite al,4-galactosyItransferase, 
tel qu'obtenu a partir de cellules d'insectes definies ci-dessus. 

Avantageusement les extraits cellulaires selon 1' invention, sont obtenus par 
mise en oeuvre du precede suivant : 

- lyse des cellules d'insectes, notamment des cellules de lepidopteres 
definies ci-dessus, par exemple par ultrasonication, 

- centrifugation du lysat cellulaire a basse vitesse, notamment a 13000 g 
pendant 10 mn a 4°C, 

- ultracentrifugation, notamment a 120000 g pendant 1 h a 4°C, du 
surnageant obtenu a l'etape de centrifugation precedente, 

- elimination du surnageant obtenu a l'etape d' ultracentrifugation 
precedente, et recuperation du culot de microsomes, ledit culot etant le cas 
echeant remis en suspension, notamment dans une solution de saccharose a 0,25 
M et NaCl a 0,2 M, et pouvant etre conserve a -80°C. 

L' invention a egalement pour objet tout procede enzymatique de 
preparation de composes al,4-galactosyles tels que definis ci-dessus, 
comprenant une etape de transfer! d'un residu de galactose sur un residii 
terminal de galactose d'un substrat determine, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

- la reaction d'UDP-Gal avec ledit substrat en presence d'une enzyme a 
activite a-galactosyltransferase provenant de cellules d'insectes, 

- le cas echeant la purification du produit obtenu lors de la reaction 
precedente. 
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Selon un mode particulierement avantageux de realisation du procede 
enzymatique susmentionne de 1' invention, la reaction d'UDP-Gal avec le 
substrat est effectuee en presence de cellules d'insectes, telles que decrites ci- 
dessus, exprimant l'enzyme a activite a-galactosy transferase necessaire a ladite 
reaction. 

Avantageusement encore, le procede enzymatique susmentionne de 
T invention, est caracterise en ce que la reaction d'UDP-Gal avec le substrat est 
effectuee en presence d'un extrait celluiaire tel que defini ci-dessus. 

Comme nous 1'avons vu ci-dessus, les cellules d'insectes utilisees dans le 
cadre du procede enzymatique susmentionne, sont avantageusement celles de 
lignees cellulaires telles qu'obtenues selon le procede defini ci-dessus, et sont de 
preference des cellules de lepidopteres appartenant notamment aux especes 
suivantes : 

Spodoptera, tel que Spodoptera frugiperda, 

Mamestra, tel que Mamestra brassicae, et plus particulierement des 
cellules de la lignee celluiaire de Mamestra brassicae deposee a la Collection 
Nationale de Cultures de Micro-organismes de l'lnstitut Pasteur sous le numero 
1-2045, le 26juin 1998, 

Trichoplusia, tel que Trichoplusia ni. 

L' invention a plus particulierement pour objet, tout procede tel que decrit 
ci-dessus, de preparation de composes a-galactosyles comportant, en position 
terminale non reductrice, une structure de formule Gakxl-nGal dans laquelle n 
est tel que defini ci-dessus. 

L' invention vise plus particulierement tout procede tel que decrit ci- 
dessus, de preparation de composes ccl,4-galactosyles tels que definis ci-dessus, 
dans lequel l'etape de reaction de l'UDP-Gal avec ledit substrat est effectuee en 
presence d'une enzyme a activite al,4-galactosyltransferase. 

L' invention a plus particulierement pour objet tout procede tel que decrit 
ci-dessus de preparation de composes al,4-galactosyles, par transfert d'un 
residu de galactose, par l'intermediaire d'une liaison-al,4, sur un residu 
terminal de galactose d'un substrat determine, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

- la reaction d'UDP-Gal avec ledit substrat en presence d'une enzyme a 
activite a 1,4-galactosy transferase telle qu'obtenue a partir de cellules 
d'insectes, pour obtenir un compose al,4-galactosyle comprenant le 
disaccharide Galccl-4Gal en position terminale non reductrice, 

- le cas echeant la purification dudit compose al,4-galactosyle ainsi 
obtenu. 
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Avantageusement, le procede susmentionne est effectue de telle maniere 
que la reaction d'UDP-Gal avec le substrat est effectuee en presence de cellules 
d'insectes exprimant l'enzyme a activite a 1,4-galactosyl transferase necessaire a 
ladite reaction. 

Les cellules d'insectes productrices de l'enzyme a activite al,4- 
galactosyltransferase, et utilisees dans le procede susmentionne, sont de 
preference celles de Iignees cellulaires telles qu'obtenues selon le procede defini 
ci-dessus. Avantageusement lesdites cellules d'insectes sont des cellules de 
Mamestra, tel que Mamestra brassicae, et plus particulierement des cellules de 
la lignee cellulaire de Mamestra brassicae deposee a la Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes de l'lnstitut Pasteur sous le numero 1-2045, le 26 
juin 1998. 

Selon un autre mode de realisation du procede susmentionne, la reaction 
d'UDP-Gal avec le substrat est effectuee en presence d'un extrait cellulaire tel 
que defini ci-dessus, et obtenu a partir de cellules d'insectes productrices de 
l'enzyme a activite al,4-gaIactosyltrarisferase, selon le procede susmentionne. 

L' invention a plus particulierement pour objet tout procede tel que decrit 
ci-dessus de preparation de composes a-galactosyles, caracterise en ce que : 

* le substrat est un compose de formule : 

Gaipi-n 0 X-R 

dans laquelle : 

- n 0 correspond a la position, sur le residu X defini ci-apres, du carbone 
porteur de l'hydroxyle sur lequel s'effectue la liaison avec le residu terminal de 
p-D-galactopyranose dudit substrat (represente par Galpl dans la formule ci- 
dessus), et represente 1, 2, 3, 4, ou 6, de preference n 0 represente 3 ou 4, et 

- X represente un oside, notamment un residu de galactose, ou de glucose, 
ou de N-acetyl-D^galactosamine ou de 2-O-acetyl-D-galactopyranose, 

- R represente : 

. un atome d'hydrogene, 

. un monosaccharide ou un oligosaccharide, 

. un oside ou oligoside porteur a leur extremite reductrice d'un 
aglycone tel que defini ci-dessous, 

• un aglycone, tel qu'un groupe benzyle ou phenyle, substitue ou non, 
notamment un groupe paranitrophenyle, ou un groupe alkyle de 1 a 10 atomes 
de carbone, notamment un groupe -(CH 2 ) m -CH 3 dans lequel m represente 0 ou 
un nombre entier de 1 a 7, 

• une glycoprotein , notamment une glycoprotein substitute par des 
O-glycannes, telle que I'asialo-fetuine, 
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. un acide amine, un peptide, une proteine, ou une neoglycoproteine, 
notamment l'albumine serique bovine chimiquement couplee a un oligoside, 

. un glycolipide, notamment le lactosylceramide de formule Galpl- 
4Glcpl-Cer, le G M3 de formule NeuAca2-3Galpl-4Glcpl-Cer, le G D3 de 
formule NeuAca2-8NeuAcct2-3Gaipi-4Glcpl -Cer, 

. un lipide, un ceramide, 

• un support multivalent non immunogene, notamment un derive de 
polyacrylamide, ou une polylysine, dont les fonctions amines des chaines 
laterales sont substitutes par des groupes de formule Galpl-n 0 X- dans laquelle 
n 0 et X sont tels que definis ci-dessus, 

* le produit obtenu est un compose de formule (I) suivante : 

Galal-nGaipi-rioX-R (I) 

dans laquelle n Q X et R sont tels que definis ci-dessus, et n correspond a la 
position de l'atome de carbone, du residu de galactose terminal dudit substrat, a 
savoir du residu de P-D-galactopyranose dudit substrat (represente par Gal pi 
dans la formule ci-dessus), porteur de l'hydroxyle sur lequel s'effectue la liaison 
avec le residu de galactose transfere (represente par Galcd dans la formule ci- 
dessus). 

L' invention concerne plus particulierement tout procede tel que decrit ci- 
dessus, caracterise en ce que le substrat est choisi parmi les composes suivants : 
Galpl-3GalNAc, 
Gaipi-3GalNAccd-0-bn, 
,Galp l-3(2-0-Ac)Galpl -O-Me, 
Galpl-3GlcNAcpi-0-octyl, 
Gaipi-3GlcNAc, 
Galpl-4Glc, 

Galp 1 -3GlcNAcp 1 -3Galp l-4Glc, 
.Galpl-4GlcNAc, 
Gal p 1 -4GlcNAcp 1 -3Galp 1 -4Glc, 
Gal p 1 -3GalNAcp 1 -4Gaip 1 -4Glcp 1 -Cer , 
Galp 1 -3GalNAcp 1 -4(NeuAca2-3)Gaip 1 -4Glcp 1 -Cer, 
Galp l-3GalNAep l-4(NeuAca2-8NeuAca2-3)Gaip 1 -4Glcp 1 -Cer, 
Galpl-3GalNAcal-0-Ser/Thr. 

(Ac = acetyle, bn = benzyle, Me = methyle, Cer = ceramide) 

Avantageusement, Iedit substrat est choisi parmi les composes suivants : 

Galpl-3GalNAc, 

Galpl-3GalNAcal-0-bn, 

Galp 1 -3(2-0-Ac)Gaip 1 -O-Me. 
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L' invention a egalement pour objet Ies composes a-galactosyles de 
formule (I) suivante : 

Galal-nGalpl-n 0 X-R (I) 

dans laquelle n, n 0 X et R sont tels que definis ci-dessus. 

L' invention a plus particulierement pour objet les composes a-galactosyles 
susmentionnes de formule (I) dans laquelle n = 4. 

Des composes al,4-galactosyles susmentionnes paniculierement preferes 
sont ceux repondant aux formules suivantes : 

Galal-4Gaipi-3GalNAc, 

Gala 1 -4Gal p 1 -3GalN Aca 1 - O- bn , 

Galal-4Gaipi-3(2-0-Ac)Galpl-0-Me, 

Galal-4Gaipi-3GlcNAcpi-0-octyl, 

Gakxl-4Gaipi-3GlcNAc, 

Galal-4Galpl-4Glc, 

Gala 1 -4Gal p 1 -3GlcN Acp 1 -3Galp 1 -4Glc , 

Gakxl-4Galpl-4GlcNAc, 

Gakxl-4Gaipi-4GicNAcpl-3Gaipi-4Glc, 

Galal-4Galpl-3GalNAcpl-4Galpl-4Glcpl-Cer, 

Galal-4Galpl-3GalNAcpl-4(NeuAca2-3)Galpl-4Glcpl-Cer, 

Galal-4Galpl-3GalNAcpl-4(NeuAca2-8NeuAca2-3)Galpl-4Glcpi-Cer, 

Galal-4Galpl-3GalNAcal-0-Ser/Thr. 

L' invention concerne egalement tout procede, tel que decrit ci-dessus, de 
preparation de composes a-galactosyles comportant une structure de formule 
Galal-nGal definie ci-dessus, en position interne, ledit procede etant effectue 
suivant les memes etapes que celles des procedes decrits ci-dessus, et 
comprenant une etape supplementaire de liaison, par voie chimique ou 
enzymatique, d'un produit determine (Rl) au residu terminal de galactose 
identifie par l'expression Galal dans la formule de la structure susmentionnee. 

A ce titre, 1' invention a plus particulierement pour objet les composes a- 
galactosyles de formule (II) suivante : 

Rl-Galal-nGaipi-n 0 X-R (II) 

dans laquelle n, n 0 X et R sont tels que definis ci-dessus, et Rl represente 
un oside ou oligoside. 

L' invention concerne plus particulierement les composes a-galactosyles de 
formule (II) susmentionnee, et correspondant aux formules suivantes : 

GalN Ac p 1 -3Gala 1 -4Gal p 1 -rioX-R, 

GalN Aca 1 - 3GalN Acp 1 -3Gala 1 -4Gaip 1 -n^R, 

dans lesquelles n, n 0 X et R sont tels que definis ci-dessus. 
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L' invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques 
caracterisees en ce qu'elles comprennent au moins un compose a-galactosyle, te] 
qu'obtenu par mise en oeuvre d'un procede selon l" invention, et plus 
particulierement au moins un compose de formule (I) ou (II) susmentionnee, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

Les compositions pharmaceutiques de l' invention, sont davantage 
caracterisees en ce qu'elles se presentent sous une forme administrate par vole 
orale ou parenterale, et comprennent notamment entre environ 1 mg a environ 
10 g de compose a-galactosyle selon 1' invention. 

Avantageusemem, les compositions pharmaceutiques selon ['invention, 
sont caracterisees en ce qu'elles comprennent egalement un ou plusieurs 
antibiotiques. 

L'invention concerne egalement 1'utilisation de composes a-galactosyles, 
tels qu'obtenus par mise en oeuvre d'un procede selon l'invention, et plus 
particulierement de composes de formule (I) ou (II) susmentionnee, pour la 
preparation de medicaments destines a la prevention ou au traitement 
d' infections bacteriennes ou virales, chez l'homme ou 1' animal. 

L'invention a plus particulierement pour objet, 1'utilisation de composes 
a-galactosyles susmentionnes, pour la preparation de medicaments destines a la 
prevention ou au traitement des infections par : 

- les souches d' Escherichia coli uropathogenes, 

- les souches d' 'Escherichia coli exprimant les G-adhesines sur leurs 
P-fimbriae, 

- les souches de Streptococcus suis qui sont responsables de meningites 
chez le pore et l'homme, 

- la Vero toxine ^Escherichia coli qui peut contaminer les viandes 
bovines et ovines et provoquer des diarrhees hemorragiques et des insuffisances 
renales aigues chez les consommateurs. 

L'invention a egalement pour objet 1'utilisation de composes a- 
galactosyles, tels qu'obtenus par mise en oeuvre d'un procede selon l'invention, 
et plus particulierement de composes de formule (I) ou (II) susmentionnee, pour 
la preparation de compositions alimentaires utilisables dans le domaine de la 
nutrition animale ou humaine. 

A ce titre, l'invention a pour objet toute composition alimentaire 
comprenant au moins un compose a-galactosyle tel que decrit ci-dessus. 

L'invention sera davantage illustree a l'aide de la description detaillee qui 
suit de precedes de preparation de composes a-galactosyles de l'invention, et de 
1 'etude de leurs proprietes biologiques. 
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Les epitopes a-galactosyles etant fortement antigeniques chez l'homme, 
les Inventeurs ont recherche la presence de glycannes porteurs de residus o> 
galactosyles (en position terminate non reductrice) sur .les glycoproteins 
endogenes des lignees cellulaires d'insectes. En effet, les modifications post- 

5 traductionnelles subies par les proteines et particulierement la glycosylation sont 

sous la dependance de Pequipement enzymatique propre a chaque lignee 
cellulaire et le plus souvent, la fraction glycannique des glycoproteins 
recombinantes garde une information specifique issue du systeme qui Fa 
produite. Apres separation par SDS-PAGE et electrotransfert des proteines 

10 presentes dans des lysats de cellules d'insectes saines (non infectees par le 

baculovims), la recherche des epitopes a-galactosyles substituant les 
glycoproteines endogenes a ete realisee sur la base de la fixation sur les 
glycoproteins d'une lectine vegetale, la lectine Bandeiraea simplicifolia lectine- 
I isolectine B 4 (BSI-B 4 ), specifique des disaccharides Galal-3/4Gal en position 

15 terminale non reductrice (Hayes et a/., 1974; Murphy et al., 1977; Wu et al., 

1995). Toutes les lignees de lepidopteres testees se sont averees posseder des 
glycoproteines endogenes dont la fraction glycannique est reconnue 
specifiquement par la BSI-B 4 . Les Inventeurs se sont plus particulierement 
interesses a la lignee Mamestra brassicae {Mb), car celle-ci s'est averee 

20 posseder les glycoproteines les plus fortement reconnues par la BSI-B 4 . Ainsi, 

une activite al,4-galactosyItransferasique chez Mb qui catalyse le transfert d'un 
residu de a-Gal sur les accepteurs Gaipi-3GalNAc-R, a ete mise en evidence. 

I) Materiels et methodes 

.25 I) Materiels 

Tous les produits utilises sont de qualite analytique. L'UDP-[6- H]-Gal 
(650 GBq/mmol) provient d'Amersham (France), ce glycosyl-nucleotide 
radioactif a ete dilue avec de l'UDP-Gal non-radioactive achetee chez Sigma (St 
Louis, MO, USA). La BSI-B 4 couplee a la peroxydase, les tablettes de DAB 

30 (substrat insoluble de la peroxydase), la BSI-B 4 , les substrats G MU (Gaipi- 

3GalNAcpi-4(NeuAca2-3)Galpl-4Glcpl-Cer), G A1 (Gaipi-3GalNAcpl-4 
Galpl-4Glcpi-Cer), G Dlb (Gaipi-3GalNAcpl-4(NeuAca2-8NeuAca2-3) 
GaipMGlcpl-Cer), G M2 (GalNAcpi-4(NeuAca2-3)Galpl-4Glcpi-Cer), 
Gaipi-3GalNAca-0-bn, lactose (Gaipi-4Glc), Gal, Galal-/?Np, Galpl-pNp, 

35 Galal-6>-Me, la fetuine, l'angiotensine I et le Triton X-100 proviennent de chez 

Sigma. La /V-acetyllactosamine (Galpl-4GlcNAc) et la N-acetyl-isoIactosamine 
(Gaipi-3GlcNAc) proviennent de chez Calbiochem (CA, USA). Le Lacto-A'- 
tetraose (Gaipi-3GlcNAcpl-3Galpl-4Glc) et le lacto-A-neotetraose (Galpl- 



14 



2780413 



4GlcNAcpl-3Galpl-4Glc) ont ete prepares a partir de colostrum bovin (Paulson 
et aL, 1978). Le Lactosylceramide (Gaipi-4GlcfJl-Cer), et le substrat Galpl- 
3GalNAc proviennent de cez Sigma. Les substrats Galpl-3(2-0-Ac)Gaipi-0-Me 
et GalploGlcNAcpl-O-octyl sont syntherises au laboratoire. L'asialo-fetuine a 
5 ete obtenu apres hydrolyse acide de la fetuine. La desialylation de la fetuine a 

ete controlee en realisant une composition en monosaccharides de l'asialo- 
giycoproteine apres methanolyse, trimethylsililation et separation des 
monosaccharides derives par chromatographie en phase gazeuse. Les supports 
de chromatographie Dowex 1x2 (forme CI", 100-200 mesh), Bio-Gel P-2 (200- 

10 400 mesh) et P-4 (200>400 mesh) proviennent.de chez BioRad (France). Les 

cartouches Sep-Pak C 18 proviennent de chez Waters Corp. (Milford, MA, 
USA). La membrane de nitrocellulose BioTrace NT a ete achetee chez Gelman 
Sciences. Les anticorps monoclonaux murins anti-P ls anti-P k , anti-P, et les 
erythrocytes provenant d'individus du groupe sanguin P / Pj proviennent de 

15 VInstitut National de la Transfusion Sanguine (Paris, France). 

2) Culture des cellules d'imectes et preparation des homogenats cellulaires 
Le clone Spodoptera frugiperda Sf-9 issu de la lignee cellulaire IPLB-Sf- 
21-AE (Vaughn et a/., 1977) provient de l'ATCC (CRL 1711) et le clone 

20 Trichoplusia ni Tn-5-B14 provient de l'ATCC (CRL 10.859). Le clone 

Mamestra brassicae SPCMb-92-C6 a ete depose a la Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes de ITnstitut Pasteur sous le numero 1-2045, le 26 
juin 1998. Les trois lignees cellulaires ont ete adaptees, maintenues et cultivees 
a 28°C dans le milieu de culture EX-CELL 401 (Sera-Lab, UK). Le milieu EX- 

25 CELL 401 permet de cultiver les lignees cellulaires d'insectes en absence totale 

de serum. 

Les cellules ont ete recoltees a confluence et les homogenats cellulaires ont 
ete obtenus apres lyse des cellules a 0°C dans un tampon cacodylate de sodium 
10 mM pH 6,5 contenant 1 % de Triton X-100, 20 % de glycerol, 0.5 mM de 

30 dithiotreitoi et 5 mM de MnCl 2 (1 ml pour 3 x 10 7 cellules). Apres 10 minutes 

d'incubation sous agitation, les homogenats cellulaires sont centrifuges 10,000 g 
pendant 15 minutes. Les proteines contenues dans ces surnageants seront 
separees sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). La mesure de la concentration 
en proteines dans chaque homogenat cellulaire (surnageant apres centrifugation) 

35 a ete realisee par la methode decrite par Peterson (1977) en utilisant l'albumine 

bovine serique pour realiser la gamme etalon. 
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3) Electrophorese et Western blot 

La separation par SDS-PAGE des proteines contenus dans les homogenats 
cellulaires a ete realisee en conditions reductrices et en utilisant un gel forme 
d'un gradient de 4 % a 20 % de polyacrylamide. Pour chaque homogenat 
cellulaire 40 /xg de proteines sont deposes par puits. Apres migration, les 
proteines sont transferees sur une membrane de nitrocellulose (blot) comme 
decrit par Vaessen et al. (1981). Les depots ayant ete realises en double, le blot 
est coupe en deux moities identiques. Les deux parties sont tout d'abord mis en 
presence de polyvinylpyrolidone (2 % in TBS) puis incubees avec la BSI-B 4 
couplee a la peroxydase (2 /xg / ml in TBS contenant 1 raM MgCl 2 , 1 mM 
MnCl 2 , 1 mM CaCl 2 ) avec ou sans la presence de sucre competiteur 0.5 M 
aMe-GaL Apres lavage, les glycoproteines reconnues par la lectine ont ete 
mises en evidence en utilisant le protocole de Sigma Fast staining qui utilise du 
DAB et derUree/H 2 0 2 

4) Preparation des microsomes et mesure des activites enzymatiques 

2 x 10 8 cellules de la lignee Mb cultivees dans le milieu EX-CELL 401 ont 
ete remises en suspension dans 10 ml de 0.25 M sucrose / 0.2 M NaCl a 0°C 
puis lysees par ultrasonication, 5 impulsions en maintenant la temperature egale 
a 0°C. Pour obtenir des microsomes, le lysat cellulaire a ete centrifuge a basse 
vitesse 13.000g pendant 10 minutes a 4°C, puis le surnageant a subi une 
ultracentrifugation a 120.000g pendant 1 heure a 4°C. Apres avoir elimine le 
surnageant, le culot de microsomes a ete remis en suspension dans du 0.25 M 
sucrose / 0.2 M NaCl et conserve a -80 °C. 

Tous les essais ont ete realises au moins en double. L' incorporation de 
[6- 3 H]-Gal a ete determinee apres soustraction de la radioactivite mesuree en 
absence d'accepteur exogene. Pour chaque activite mesuree, le resukat 
represente la valeur moyenne des differents essais exprimee en nmol de residus 
de Gal transferes par mg de proteines et par heure. 

Les conditions finales de chaque essai etaient les suivantes : un volume 
final de 50 /xl; fraction microsomale (35 /xg de proteines); tampon MES 
0,125 M pH 7,0; 0,15 % de Triton X-100; 5 mM de y-galactonolactone; 10 mM 
d'ATP; 12,5 mM de MnCl 2 ; 1 mM d*UDP-[6- 3 H]-Gal (235 MBq / mmol; 
11,75 kBq / 50 /xl); suivant le type d'accepteur utilise 4 mM d 1 oligosaccharide 
ou d'aryl-glycoside, 1 mM de ganglioside, ou 2 mg / ml de glycoproteine. 
Enfin, chaque essai etait incube 1 heure a 37°C. 
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Afin de separer le donneur radioactif (UDP-[ 3 H]-Gal) du produit forme 
plusieurs methodes ont ete utilisees en fonction du type de substrat accepteur 
utilise. Pour les accepteurs de type oligosaccharidique, les reactions ont ete 
stoppees par addition de 0,5 ml d'H 2 0 et les produits ay ant incorpores le 
[ 3 H]-Gal ont ete recueillis apres chromatographic echangeuse d'ions sur une 
colonne de 1 ml de Dowex 1x2 ( forme-CP, 100-200 mesh) equilibree en eau. 
La mesure de la radioactivite des produits formes a ete effectuee par comptage a 
scintillation (Vandamme et al, 1992). Dans le cas de ['utilisation ' de 
glycoproteins comme accepteurs, les reactions ont ete stoppees par addition de 
1 ml d'acide phosphotungstique glacial (5 % dans HC1 2 M). Les precipites 
formes ont ete retenus sur des filtres en fibre de verre, laves successivement 
avec une solution a 5 % d'acide trichloroacetique, de l'eau distillee et de 
l'ethanol. Les filtres pouvaient alors subir un comptage a scintillation 
(Vandamme et al.; 1992). Dans le cas de l'utilisation d'aryl-glycoside et de 
glycolipides comme accepteurs, les reactions ont ete stoppees par addition de 1 
ml d'ethanol. Ensuite, les echantillons ont ete centrifuges a 3,000 g pendant 5 
minutes, puis les . surnageants ont ete deposes sur des colonnes Sep-Pak C, 8 . 
Apres lavage par 5 ml d'eau, les aryl-glycosides ont ete elues par 5 ml d'une 
solution aqueuse contenant 30 % d'acetonitrile. Quant aux glycolipides, apres 
lavage avec 5 ml d'eau puis addition de 2 ml de methanol, les elutions etaient 
realisees par 5 ml de chloroforme / methanol (1/1, vol./vol.). Enfin, comme 
precedemment la mesure de la radioactivite etait effectuee par comptage a 
scintillation (Vandamme et al, 1992). La duree des reactions enzymatiques 
etant limitee a 1 heure, nous avons considere que les reactions etaient lineaires 
(vitesse initiale constante). Pour la determination des parametres cinetiques (K M 
et V Max ), les incubations ont ete realisees pendant 1 heure en presence de 
concentrations variables (0.125 - 4 mM) des accepteurs Galpl-3GalNAccd-0-bn 
et Gaipi-3GlcNAcpl-0-octyl. 

5) Preparation d'une importahte quantite du produit obtenu apres transfer! 
de Gal sur I'accepteur Gal$l-3GalNAcal-0-bn 

Les conditions de la reaction ont ete semblables a celles decrites 
precedemment. Toutefois, les modifications ont ete les suivantes : un volume final 
de 600 pi; fraction microsomale (850 pg de proteines); 4 mM d'UDP-[6- 3 H]-Gal 
(62 MBq / mmol; 0,148 MBq / 600 pi); 4 mM de Galpl-3GalNAcal-0-bn. Le 
melange reactionnel a ete incube pendant 24 h a 37°C. Puis, le melange 
reactionnel a ete depose sur Sep-Pak C 18 , l'elution a ete realisee comme decrit 
precedemment, puis le produit forme (en melange avec I'accepteur restant) a ete 
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lyophilise. Des aliquotes (5\xl) du melange reactionnel ont ete preleves tout au 
long de I'incubation a 0, 2, 4, 8, et 24 heures et la mesure de la radioactivite 
transferee a ete effectuee. Le pourcentage de transfert apres 24 heures d'incubation 
etait de 66 % (ce qui correspond a environ 970 \xg de produit galactosyl^ forme). 
5 Le produit purifie a ete ensuite analyse par RMN et MS. 

Pour realiser les etude d'immunoreactivite, 4 mg du produit galactosyl 
avec 90 % de purete, ont ete produits. Cette seconde preparation en grande 
quantite a ete realisee comme decrit precedernment, dans un volume final de 
1,85 ml (1,4 mg de proteines provenant des microsomes de Mb) et une 
10 incubation a 37°C pendant 48 heures. 

6) Analyse par RMN bi-dimentionnelle homonucleairc et heteronucleaire 
L'analyse par spectroscopic RMN- ! H a ete realisee sur un spectrometre 
Briiker ASX 400WB transforme de Founder et controlee par un ordinateur 
15 Aspect 3000. Les deplacements chimiques (5) ont ete mesures par rapport a la 

reference interne en 1' occurrence les protons de T acetone a 8 = 2.225 ppm dans 
le D 2 0 a 25 °C. Le spectre COSY avec un ou deux relais et le spectre HMQC 
ont ete realises en utilisant les sequences d' impulsions standard de Briiker. 

20 7) Spectrometrie de Masse a Desorption Laser (MALD-MS pour Matrix- 

Assisted Laser Desorption Mass Spectrometry) et Chromatographic en phase 
Gazeuse couplee a un Spectrometre de Masse (GC-MS pour Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry) 

100 /xg du produit galactosyl^ ont ete permethyles suivant Ciucanu et 

25 Kerek (1984) puis analyses par MALD-MS. Ensuite, les composes methyles ont 

ete methanolyses et les methyl-glycosides formes ont ete identifies par GC-MS 
apres peracetylation comme decrit par Fournet et aL (1981). 

Le poids moleculaire du produit galactosyl^ et permethyle a ete mesure 
par MALD-MS sur un appareil a temps de vol Vision 2000 (Finnigan MAT, 

30 Bremen, Germany) equipe d'un laser a azote de longueur d'onde d'emission 

337 nm. Les spectres sont mesures en mode positif avec une energie 
d' acceleration de 6 keV. Les echantillons ont ete prepares en melangeant, 
directement sur la cible, 1/xl de la solution a analyser (environ 50 pmol) avec 
1^1 d'une solution de matrice (12 mg / ml d'acide 2,5-dihydroxybenzoique 

35 dissous dans un melange methanol / eau, 70:30) puis la cristallisation s'est 

deroulee a temperature ambiante. Une calibration externe a ete realisee avec 
Tangiotensine I standard (PM : 1296.7). 10 accumulations ont ete necessaires 
pour obtenir le spectre de masse. 
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La separation en GC des methyl-monosaccharides partiellement me thy les 
et acetyles, issus du produit de la reaction enzymatique, a ete realisee sur une 
colonne capillaire de silice provenant de SGE (0.32 mm x 25 m). L'helium a ete 
utilise comme gaz vecteur a une pression de 0,5 bar et une programmation de 
temperature (110-240°C et 3°C / minute). L'analyse par GC-MS a ete effectuee 
sur un chromatographe en phase gazeuse (Delsi DI 700) couplee a un 
spectrometre de masse de type quadripole (Nermag R10-10, Rueil Malmaison, 
France). L'ionisation par impact electronique utilise une energie d'ionisation' de 
70 eV et un courant d'ionisation de 0,2 mA. 

8) Liberation des O-glycannes de I'asialo-fetuine apres que celte asialo- 
glycoproteine ail servi d'accepteur de [6- 3 H]-Gal 

1,25 mg d'asialo-fetuine (concentration finale : 5 mg / ml) ont ete incubes 
pendant 24 heures a 37 °C, dans des conditions identiques a celles decrites 
precedemment, une fraction microsomale de Mb (210 /xg de proteines) et 
0 5 5 mM d'UDP-[6- 3 H]-Gal (0,57 GBq / mmol; 74 kBq / /xl). Apres incubation, 
la glycoproteine est separee de I'exces d'UDP-[6- 3 H]-Gal par tamisage 
moleculaire sur une colonne de Bio-Gel P2 (200-400 mesh) equilibree avec 
0,1 M d'acetate de pyridine pH 5,6. Ensuite, L'asialo-fetuine marquee-[ 3 H] a 
ete placee dans un milieu alcalin et reducteur contenant 0,1 M de NaOH avec 
1 M de NaBH 4 pendant 48 heures a 45°C (Spiro and Bhoyroo,1974). Par la 
suite l'echantillon est amene a pH 6 par addition d'une resine echangeuse d'ions 
Dowex 50 x 8 (forme-H + , 20-50 mesh) puis evapore. La glycoproteine est alors 
remise en suspension dans du methanol et evaporee (3 fois). L'echantillon est 
ensuite remis en suspension dans de l'eau et depose sur une colonne Bio-Gel P4 
(80 x 1,2 cm, 200-400 mesh) equilibree avec une solution d'acetate de pyridine 
a 0,1 M pH 5,6. Cette etape permet de separer par tamisage moleculaire les 
<9-glycannes liberes et les N-glycopeptides. 

9) Immunoreactivite du produit forme GalaJ-4Galfil-3GalNAca-0-bn 

Les anticorps monoclonaux murins anti-Pj, anti-P k , anti-P et la lectine 
BSI-B 4 ont ete testes en plaques de Takatski sur des hematies humaines 
papa'mees de phenotypes P b P k i? P k 2 et p (Tja'-temoin negatif). Les conditions 
finales choisies pour realiser les tests d' hemagglutination sont les suivantes : des 
.suspensions d'hematies a 0,7 % en NaCl 150 mM, un tampon PBS pH 6,8, 
duree de mise en contact 7 minutes a une temperature de 37°C. Pour les essais 
avec ia BSI-B 4 on ajoute 0,1 mM de CaCl 2 et 0,1 mM de MnCl 2 . Cette analyse 
avait pour but de controler la specificue des reactifs et de titrer le systeme 
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agglutinant afin de determiner pour chaque anticorps monoclonal la dilution 
maximale permettant d'obtenir une agglutination. Chaque anticorps monoclonal 
P,, P k h P k 2 ou la lectine a ete amene a la dilution appropriee est mis en contact 
avec des concentrations decroissantes de 1'aryl-glycoside Galal-4Gal 
pi-3GalNAcal-0-bn ou Galpl-3GalNAcal-<9-bn (temoin negatif) pendant 4 
heures a 22 °C avant d'etre melange avec les hematies papa'mees pour realiser 
les tests d'inhibition des hemagglutination. 



10 II) Resultats 

1) Fixation de la BSI-B 4 sur les glycoproteines de Mb 
40 /xg de proteines provenant des homogenats cellulaires de Sf-9, Mb et Tn 
cultives dans le milieu EX-CELL 401 ont ete separes par SDS-PAGE et mise en 

15 presence de la BSI-B 4 couplee a la peroxydase. Les trois lignees cellulaires 

possedent des glycoproteines reconnues par la BSI-B 4 . La fixation de la lectine 
est specifique car en presence de 0.5 M du sucre competiteur aMe-Gal on 
n' observe plus de fixation de la BSI-B 4 . 

Chaque lignee cellulaire a un profil de revelation par la BSI-B 4 qui lui est 

20 propre. II apparait que la fixation la plus importante de la BSI-B 4 est observe sur 

des glycoproteines de la lignee Mb, Cest une bande comprise entre 100-110 kDa 
qui est la plus fortement revelee par la BSI-B4 dans la lignee Mb et son intensite 
de coloration est meme superieure a celle des bandes revelees dans les lignees Sf-9 
et Tn. Dans la lignee Sf-9, la BSI-B 4 revele une large bande comprise entre 95 et 

25 105 kDa, avec deux signaux plus faibles a 85 et 190 kDa. La BSI-B4 se fixe sni- 

des glycoproteines de la lignee Tn dont le poids moleculaire est compris entre 95 
et 120 kDa, le signal le plus important etant observe entre 100-1 10 kDa. La BSI- 
B4 reconnaissant specifiquement les sequences Galal-3/4Gal (Hayes et aL, 1974; 
Murphy et ah, 1977; Wu et ai, 1995), ces resultats indiquent que les trois lignees 

30 cellulaires 5^9, Mb et Tn possedent des glycoproteines endogenes de haut poids 

moleculaires substitutes par des glycannes qui portent des residus cc-Gal en 
position terminale non reductrice. Ces oligosaccharides a-Galactosyles sont les 
temoins de la presence d'activites a-galactosyltransferasiques dans les trois lignees 
de lepidopteres. La fixation de la BSI-B4 etant la plus importante sur les 

35 glycoproteines de la lignee Mb, l'activite a-galactosyltransferasique dans cette 

lignee cellulaire d'insecte, a ete etudiee. 
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2) Mb transfert preferentiellement du Gal en position terminate sur la 
sequence Galfi] -3GalNAc. 

Afin de caracteriser une eventuelle activite a-galactosyltransferasique chez 
Mb, des microsomes de Mb ont ete incubes avec differents accepteurs potentiels 
dont le point commun etait de posseder un residu de Gal en position terminale 
non reductrice. Les resultats de ces experiences sont presentes dans le Tableau 
I. II apparait qu'il existe une activite galactosyltransferasique dans la fraction 
microsomale de Mb qui transfert preferentiellement des residus de Gal sur les 
accepteurs Galpl-3GaINAc<xl-0-bn, Galpl-3GalNAc, et. meme sur le substrat 
synthetique Galpl-3-(2-0-Ac)-Gaipi-0-Me. La fraction microsomale de Mb a 
aussi la capacite de transferer des residus de Gal sur la N-acetyl-isolactosamine 
(Galpl-3GlcNAc) ou Galpl-3GlcNAc(Jl-0-octyU mais les pourcentages de 
transfert sont plus faibles (respectivement 36,9 % et 39,9 %) que celui obtenu 
avec Gaipi-3GalNAcccl-0-bn. Comme nous Tindique le Tableau I, le transfert 
de residus de Gal sur la /V-acetyllactosamine (Galpl-4GlcNAc) ou le lacto-iV- 
neotetraose (Gaipi-4GlcNAcpl-3Galpl-4Glc) est respectivement 2,7 et 1,5 fois 
plus faible que celui mesure avec la N-acetyl-neolactosamine (Galpl-3GlcNAc) 
ou le lacto-Af-tetraose (Galpl-3GlcNAcpi-3Galpl-4Glc). Cela demontre que l'a- 
galactosyltransferase de Mb catalyse preferentiellement le transfert de residus de 
Gal sur des substrats accepteurs de type Gaipi-3-R que de type Galpl-4-R. 
Remarquons, que le transfert de residus de Gal sur le lactose (Gaipi-4Glc) est 
tres faible. De plus, le Gal, r<x- et le 0- aryl-glycosides de Gal ne sont pas des 
substrats accepteurs de 1' activite enzymatique etudiee. Ces resultats demontrent 
que la specificite de substrat de Ta-galactosyltransferase presente chez Mb est 
totalement differente de TUDP-Gal : Galpl-4GlcNAc al,3-galactosyltransferase 
precedemment purifiee et clonee dans differentes sources (Blanken and Van den 
Eijnden, 1985; Joziasse et a/., 1989; Joziasse et al., 1992). 
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Tableau I. Determination de la specificite de substrat de I'activite 
UDP-Gal : Gaipi-3GalNAc a1,4-galactosyltransferase de Mamestra 
brassicae vis-a-vis d'accepteurs oligosaccharidiques. Les resultats sont 
exprimes en valeur relative par rapport a rincorporatior. de residus de Gal 
sur I'accepteur Gaipi-3GalNAcal-0-bn pris comme reference. 



Substrat 3 Activite relative ( %) 

Gaipi-3GaINAcctl-0-bn b 100.0 (103.3) c 



Gaipi-3GalNAc 84,7 
Gaipi-3(2-0-Ac)Gaipi-0-Me 78.3 
Gaipi-3GlcNAcpi-0-octyl 39,9 
Gaipi-3GlcNAc 36.9 
Galp1-4Glc 15.2 
Galp1-3GlcNAcpi-3Gaipi-4Glc 13.7 
Galp1-4GlcNAc 13.5 
Gaipi-4GlcNAcpi-3Gaipi-4Glc 9.3 
Gaipi-pNp 3.4 
Gal - 2.6 

Gala1-pNp 1.6 

Gala1-0-Me 02 

3 Les substrats ont ete utilises a une concentration finale de 4 mM. 
b Ac, acetyl; bn, benzyl; pNp, p-nitrophenol 
10 c L'activite (nmol.h'Vmg" 1 ) de la galactosyltransferase est indiquee entre 

parentheses. 

Deux families de glycannes porteurs respectivement en position terminate 
non reductrice du disaccharides Gaipi-3GalNAc ou Galpl-3GlcNAc semblent 

15 etre toutes deux des substrats accepteurs de activite a-galactosyltransferasique 

de Mb. Nous avons determine les parametres cinetiques du transfert des residus 
de Gal sur les substrats accepteurs Gaipi-3GalNAcct-l-0-bn et 
Gaipi-3GlcNAcpi-0-octyl en utilisant comme source d'enzyme la fraction 
microsomale de Mb. Les resultats presentes dans le Tableau II montrent que la 

20 valeur du K M obtenue avec Galpl-3GaINAca-l-0-bn est 13-fois inferieure a 

celle mesuree avec Gaipi-3GlcNAcpl-0-octyL De plus, Tactivite relative 
V M ax/K M est egale a 20 /il.mg'Vh" 1 avec Gaipi-3GlcNAcpi-0-octyl et a 
330 /xl.mg^.h' 1 avec Galpl-3GalNAca-l-0-bn, ce qui prouve incontestablement 
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que le disaccharide Gal|31-3GalNAc est le meilleur substrat accepteur de 
I'activite a-galactosyltransferase de.Mfr. 

Tableau II. Comparaison des parametres cinetiques de I'activite 
UDP-Gal : Gaipi-3GalNAc a1 ,4-galactosyltransferase de la iignee 
Mamestra brassicae vis-a-vis des sequences Gal(31-3GalNAc et 
Galp1-3GlcNAc. 

Substrat K M V Max v Max 7 K M 
(mM) (nmol.mg" 1 .h* 1 ) (ul.mg'Vh" 1 ) 

Gal(31.-3GalNAcal-0-bn b 0.3 99.1 330 

GaIp1-3GlcNAcpi-0-octyl 3.3 66.7 20 



a activite relative . 

b Ac, acetyl; bn, benzyl; pNp, p-nitrophenol. 

3) Le residu de Gal est lie en al,4- a Vextremite non reductrice du 
disaccharide Gal$l-3GalNAc 

Afin de determiner precisement la liaison (anomerie et substitution) du Gal 
transfere sur Galpl-3GalNAc par I'activite a-galactosyltransferase de Mb, le 
produit galactosyl^ issu du transfert de Gal sur le substrat accepteur 
Galpl-3GalNAca-l-0-bn (compose A) a ete analyse par RMN (Tableau III). Un 
spectre RMN realise avec l'accepteur Galpl-3GalNAcct-l-0-bn (compose A) a 
permis de determiner Tensemble les signaux caracteristiques du compose A et 
particulierement ceux provenant de Tunite p-Gal en position terminate, 
S = 4.454 ppm (H-l), 5 = 3.620 ppm (H-3) et 8 = 3.900 ppm (H-4). Les 
signaux correspondant au compose A sont retrouves sur le spectre RMN obtenu 
avec le produit de la reaction enzymatique en association avec de nouvelles 
resonances provenant du compose neosynthetise (compose B). Le rapport obtenu 
apres integration des signaux provenant du residu en position terminaie P-GaI H A 
(5H-1 = 4.454 ppm) et du residu substitue p-Gal n B (5H-1 = 4.521 ppm) est 
egale a 3:7, ce ratio correspond a un transfert de Gal superieur a 70 %. La 
valeur de la resonance du proton anomerique du residu de Gal transfere 
§ = 4.949 ppm (7 l>2 - 3H z) est caracteristique de la forme-a du Gal. La 
conformation-a est confirmee par la valeur des constantes de couplages vicinales 
*Aii.H2i ^H2.H3 et 7 H 3.H4- deplacement vers des champs plus faibles qui affect 
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les resonances du residu (3-Cal„ B H-3 (5 = + 0.072 ppm) et H-4 (5 = 
+ 0.125 ppm) plaide en faveur d'une substitution 0-4 de ce residu. Cette 
interpretation a ete confirmee lors de I'examen du spectre HMQC, qui montre 
clairement deux resonances du C-4 a 5 = 70.20 ppm (a-Gal m B terminal) et 
8 - 78.47 ppm (P-Gal„ B substitue sur 0-4). 

Tableau III. Displacements chimiques du 1 H et du 13 C mesures avec 
Galp1-3GalNAca-1-0-bn (compose A) et Gala1-4Gal(31-3GalNAca-1-0-bn 
(compose B). 



unite mono- 




Deplacement chimique (ppm) 










saccharidique 




H-1 


H-2 H-3 H-4 


H-5 


H-6 


n-D 


NAC 


Galp1-3 


Ha 


4.454 


3.508 3.620 3.900 


3.75 


3.87 


3.82 




GalNAcccl- 


Ia 


4.965 


4.293 4.040 4.256 


4.056 


3.74 


3.74 


1.964 


Galal^ 


Ills 


4.949 


3.825 3.909 4.025 


4.341 


3.69 


3.69 




Galp1-3 


Mb 


4.521 


3.546 3.692 4.025 


3.75 


3.87 


3.82 




GalNAcocl- 


Ib 


4.965 


4.325 4.068 4.216 


4.056 


3.74 


3.74 


1.966 


unite mono- 




Deplacement chimique (ppm) 










saccharidique 




C-1 


C-2 C-3 C-4 


C-5 


C-6 


NAc 




Gal61-3 


Ha 


106.63 


70.33 72.19 70.17 


76.26 


62.7 






GalNAcal- 


Ia 


97.40 


48.7 78.22 70.18 


72.21 


63.04 


23.4 




Gala1-4 


lll B 


101.26 


69.17 70.58 70.20 


72.19 


61.25 






Gaipi-3 


Mb 


106.94 


70.60 73.63 78.47 


76.26 


62.7 






GalNAcal- 


Ib 


97.40 


48.7 78.21 70.18 


72.21 


63.04 


23.4 





Sur la base de ces observations, la structure du compose neosynthetise a 
ete etablie : Galccl-4Galpl-3GalNAca-l-0-bn (compose B). 

Les resultats obtenus par RMN ont ete confirmes par MS. Le spectre 
MALD-MS du produit de ia reaction enzymatique apres permethylation montre 
uniquement deux molecules porteuses d'un ion Na + ou K + . La masse du 
premier ion pseudomoleculaire correspond a la masse attendue de Taccepteur 
permethyle Galpl-3GalNAca-l-(9-bn ([M+Na] + = 594.4 m/z ou [M+K] + = 
610.7 m/z / compose). La masse du second ion pseudomoleculaire correspond a 
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la masse cheorique du compose B permethyle ([M + NaJ + = 798 Q mi? & 
I.M+K] + - 814.7 m/z). 



L' integration des signaux permet de determiner le rapport des intensites 
20:80 entre le composes A et B. De plus, les methyl-galactosides acetyles 
identifies par GC-MS, le methyl-2,3,6-tri,0-methyl-4-mono-aacetyl- 
galactopyrannoside et le methyl-2,3,6-tri-0-methyl-5-mono-aacetyl- 
galactofurannoside confirment que le residu de Gal transfere est lie par une 
liaison-1 ,4 sur le residu Gal terminal de 1'accepteur (Tableau IV) 

Tableau IV. Analyse par CG-MS des oligosaccharides permethyles, 
methanolyses et peracetyles provenant du materiel obtenu apres transfert 
de Gal sur 1'accepteur Galp1-3GalNAca-1-0-bn. compose A: Galpl- 
3GalNAca-1-0-bn (accepteur); compose B: Gala1-4Galp1-3GalNAco>1- 
O-bn (produit forme). 



Monosaccharide methyl-ether 


Ratio 3 


Origine 

Compose A 
(accepteur) 


Compose B 
(produit forme) 


(2, 3, 4, 6)-Me 4 -Gal b 


2.6 


+ 




(2, 3, 6)-Me 3 -4-Ac,-Gal 


1.0 




+ 


(2. 3.6)-Me 3 -5-A Cl -Gal c 


0.9 




+ 


(4,6)-Me r GalN(Me)Ac 


1.9 


+ 


+ 
+ 



a (2, 3, 6)-Me 3 -4-Ac r Gal est utilise comme base 1,0. 
b Ac, acetyl; Me, methyl. 

c Cette forme furannique provient de la liberation par methanolyse du 
(2, 3, 6)-Me 3 -Gal. II s'etablit alors un equilibre entre les structures a/b pyranne 
et a/b furanne du (2, 3, 6)-Me 3 -Gal. Apres acetylation, la forme pyrannique est 
a I'origine du (2, 3, 6)-Me 3 -4-Ac,-Gal et la forme furannique est a 1'origine du 
(2, 3, 6)-Me 3 -5-Ac,-Gal. 



4) Action de IVDP-Gal : Gal$l-3GalNAc al,4-galactosyltransferase sur 
les glycolipides et une asialo-glycoproteine 

Afm de determiner precisement la specificite de substrat de l'activite al,4- 
Gal-T de Mb, des incubations ont ete realisees en utilisant comme substrat 
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accepteur une asialo-glycoproteine et plusieurs glycolipides. Comme indique 
dans le Tableau V, il apparait que les glycolipides et T asialo-glycoproteine 
semblent etre de pauvres substrats accepteurs pour 1'activite enzymatique etudiee 
et ceci malgre le fait que la plus part des accepteurs choisis (asialo-fetuin, G AJ , 

5 G MI:i1 et G Dlb ) portent une ou plusieurs sequences terminales Gaipi-3GalNAc. 

Comme prevu, parmi les cinq glycolipides testes le G Mla et le G A1 sont tous 
deux des accepteurs de Pal,4-Gal-T de Mb. Un faible transfert a ete aussi 
observe sur le lactosylceramide ce qui peut etre relie au transfert obtenu ave'c le 
lactose (Tableau I). Enfin, aucun transfert de Gal n'a ete observe sur le GM 2 

10 puisque la fraction glycannique de ce glycolipide porte en position terminale non 

reductri.ee un residu de GalNAc. 

Tableau V. Determination de la specificite de substrat de I'activite 
UDP-Gal : Galp1-3GalNAc a1,4-galactosyitransferase d e | a |jg n ee 
15 Mamestra brassicae vis-a-vis une asialo-glycoproteine et des glycolipides 

utilises comme accepteurs. Les resultats sont exprimes en valeur relative 
par rapport a reincorporation de residus de Gal sur Taccepteur Galpl- 
3GalNAcal-0-bn pris comme reference. 
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Substrat 3 


[Galp1-3GalNAc-R] 


Activite relative 




sequences terminales 


(%) 




(mM) 




Gal(31-3GalNAcal-0-bn 


1.0 


100.0 (77.3) b 


Asialo-fetuine 0 


0.13 


8.1 


Glycolipides 






Gai 


1.0 


8.7 


G M 1a 


1.0 


8.3 


Goib 


1.0 


2.2 


Lactosylceramide 


0.0 


2.0 


Gm2 


0.0 


1.4 



a Les substrats ont ete utilises a une concentration finale de 2 mg / ml 
35 pour I'asialo-fetuine, ou 1 mM pour les glycolipides. 

b L'activite (nmol.lV\mg" 1 ) de la galactosyltransferase est indiquee 
entre parentheses. 

c Dans Tessai avec asialo-fetuine la [Gal(J1-4GlcNAc-R] - 0.4 mM. 
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II est surprenant de constater que le glycolipide G D n, qui porte la sequence 
terminale Gaipi-3GalNAc est un tres mauvaLs substrat accepteur. Cela est 
probablement du a un encombrement sterique entre i'enzyme aI;4-Gal-T et les 
deux residus d'acide sialique lies en a2,8 presents sur. la fraction 
5 oligosaccharidique de ce .glycolipide (Tableau I). Comme indique sur le Tableau 

V, la concentration finale utilisee lors des incubations avec les glycolipides etait 
de ImM, en revanche avec l'asialo-fetuine la concentration etait fixee a 2 mg/ml 
ce qui correspond a une concentration finale de la sequence terminale 
GaipioGalNAc egale a 0,1 M. Malgre le fait que la concentration de la 

10 sequence terminale Gal(31-3GalNAc etait 10 fois inferieure lors des incubations 

realisees avec l'asialo-glycoproteine, le transfert obtenue avec Tasiaio-fetuine est 
equivalent a ceux mesures avec les glycolipides G M i a et G A i- Par consequent, 
I'activite ocl,4-Gal-T de Mb agit preferentiellement sur le disaccharide 
Galpl-3GalNAc lie par une liaison 0-glycosidique a la chaine peptidique 

15 (aglycone), plutot que sur ce meme disaccharide porte par un 

gly cosphingolipide . 

5) Discrimination entre le [6- 3 H]-Gal porte respectivement par les O- et les 
N-glycannes de Vasialo-fetuine apres que cette asialo-glycoproteine ait ete utilisee 
comme accepteur 

L'asialo-fetuine (M r : 45,500 kDa) est substituee par trois N-glycannes tri- 
antennes de type iV-acetyllactosaminique porteurs a leurs extremites du 
disaccharide Gal(31-4GlcNAc et trois chaines 0-glycanniques 
Galpl-3GalNAcal-<9-Ser/Thr (Nilsson et aL, 1979). Par consequent, le 
melange reactionnel contenant 5 mg/ml d'asialo-fetuine permet d'atteindre une 
concentration en xesidus de Gal en position terminale egale a environ 206 fiM 
pour la sequence Galpl-3GlcNAc-/? et a environ 618 pour la sequence 
Galpl-4GlcNAc-#. Apres 24 heures d' incubation a 37 °C, 36,2 % des residus 
terminaux de Gal ont ete substitues par du [ 3 H]-Gal. Afin de discriminer entre le 
[ 3 H]-Gal transfere respectivement sur les N- et les 0-glycannes de l'asialo- 
fetuine, une P-elimination reductrice a ete realisee et les O-glycannes liberes ont 
ete separes des A^-glycopep tides par fractionnement sur une colonne Bio-Gel P4 
prealablement calibree. Le suivi de la radioactivite a la sortie de la colonne 
permet d'obtenir un profil de chromatographic sur lequel on distingue deux 
principaux pics situes respectivement aux volumes d'elution des A^-glycopeptides 
et des O-glycannes de l'asialo-fetuine. 

Cette experience confirme que 1'activite <xl,4-Gal-T presente dans la 
fraction microsomale de Mb catalyse le transfert de Gal sur les asialo- 
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glycoproteins possedant sur leur fractions gtycanniques des residus de Gal en 
position terminate. On peut constater que ie transferl de [ H]-Gal s'effectue 
principalement sur les O-glycannes (74,7 % de la radioactivite transferee sur 
l'asialo-fetuine) plutot que sur les Af-glycannes (25,3 % de la radioactivite 
transferee sur l'asialo-fetuine). De plus, ce resultat montre que 65,5 % des 
sequences terminates Gaipi-3GalNAc ont ete substituees par un residu de Gal, 
alors que seulernent 7,9 % des sequences Galpl-4GlcNAc ont ete substituees. 

6) Immunoreactivite du produit forme Galal-4Gal\!>l-3GalNAca-0-bn 

k k 

Les hematies du groupe P sont ciassees en cinq phenotypes P,, P 2 , P i, P 2 
et p, en fonction de la presence ou de 1' absence a leur surface de trois antigenes: 
l' ! antigene P (GalNAcpi-3Galal-4Galpl-4Glc(31-Cer), l'antigene P k 
(Galal-4Gaipi^Glcpl-Cer) et l'antigene ? { (Galal-4Galpl-4GlcNAc 
pi-3Gaipi-4Glcpl-Cer). Les hematies PI expriment les antigenes P et P,; les 
hematies P k , expriment les antigenes P k et P^ les hematies P k 2 expriment 
uniquement l'antigene P k ; alors que les hematies p n' expriment aucun antigenes 
du groupe P (les erythrocytes p seront utilises comme temoin negatifs). Au 
cours de cette etude, la concentration minimale de l'aryl-glycoside 
Galal-4Gaipi-3GalNAcal-0-bn, qui entraine une inhibition de 
1' hemagglutination des erythrocytes du groupe P, a ete determine, et ceci pour 
chaque couple erythocyte-anticorps capable d'interagir (Tableau VI). Ces memes 
experiences ont ete realisees avec l'aryl-giycoside Galpl-3GalNAcal-0-bn et 
dans ce cas aucun phenomene d'inhibition n'a ete observe. L'aryl-glycoside 
Galal-4Gaipi-3GalNAcal-<9-bn (concentration minimale 0,4 mM) s'est avere 
capable d'inhiber 1' agglutination des cellules P\ et P k 2 (qui expriment l'antigene 
P k ) causee par 1'anticorps monoclonal anti-P k . Cependant, les agglutinations des 
erythrocytes P, causees par les anticorps anti-P ou anti-P 1 ne sont pas inhibees 
par le produit forme Galal^Galpl-3GalNAcal-0-bn. Signalons, que l'aryl- 
glycoside Galal-4Galpl-3GalNAcal-0-bn (concentration minimale 0,08 mM) 
est capable d'inhiber les hemagglutinations induites par la BSI-B 4 . 
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Tableau VI. Inhibition de I'agglutination des hematies humajnes du 
groupe P par I'aryl-glycoside Galcx1-4Ga!p1-3GalNAca-0-bn. 
Concentration rninimale de I'aryl-glycoside entramant '('inhibition de 
I'agglutination des hematies humaines papaTnees induite par des anticorps 
5 monoclonaux ou la BSI-B 4 . 





Anticorps monoclonal 


erythrocytes humains du groupe P 






ou Lectine 


Pi 


P K 1 


P k 2 


10 


Anti-Pi 


nt a 


> 6.5 


nt 




Ahti-P k 


nt 


0.4 


0.4 




Anti-P 


>6.5 


nt 


nt 


15 


BSI-B 4 


0.08 


0.08 


nt 




a nt: non teste. 
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Ill) Conclusion 

Ce travail demontre 


pour la premiere 


fois la presence d'une 


activite 



UDP-Gal : Gaipi-3GalNAc al,4-galactosyltransferase dans la lignee cellulaire 
de lepidoptere Mb. De plus, plusieurs approches ont ete mises en ceuvre afin de 
demontrer l'existence de cette activite glycosyltransferasique originale. 

Apres separation par SDS-PAGE des proteines presentes dans les 

25 homogenats cellulaires des lignees d'insectes Sf-9, Mb et Tn, on observe par 

Western blot que la lectine BSI-B 4 reconnait specifiquement des glycoproteines 
endogenes au sein des trois lignees cellulaires de lepidopteres. Bien que le profil 
de fixation de la BSI-B 4 soit specifique pour chaque lignee, dans les trois clones 
cellulaires les glycoproteines revelees ont un poids moleculaire apparent eleve 

30 majoritairement compris entre 90 et 120 kDa. La plus intense revelation est 

observee pour une bande de 100-110 kDa dans la lignee Mb. La specificite de 
liaison de la BSI-B 4 etant connue (Hayes et al. § 1974; Murphy et al. f 1977; Wu 
et al., 1995), ces resultats montrent que les trois lignees de lepidopteres etudiee 
possedent des glycoproteines endogenes substituees par des oligosaccharides 

35 porteurs a leurs extremite non reductrice de la sequence GaIal-3/4Gal. 

Cette premiere observation a ete le pretexte a la recherche d'une activite 
a-galactosyltransferasique dans la lignee Mb. Afin de mettre en evidence 
l'activite glycosyltansferasique responsable chez Mb de la biosynthese de 
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sequence lerminale a-Gal, nous avons incube la fraction microsomaie cie Mb 
avec de i'UDP-Gal et differents substrats accepieurs qui possedaient tous un 
residu de Gal en position terminale non reductrice. Le choix des substrats 
accepteurs a ete realise en fonction de la specificite de la BSI-B4 et en fonction 
de la specificite de substrat des differences a-galactosyltransferases caracterisees 
a ce jour qui catalysent toutes le transfert d'un residu de Gal pour aboutir au 
disaccharide terminal Galal-3Gal (Blanken and Van den Eijnden, 1985; 
Joziasse et at., 1989; Joziasse et aL, 1992) ou Gakxl-4Gal (Taniguchi et al., 
1985; Bailly et ai, 1992; Stults et ai, 1995). Les differents substrats 
oligosaccharidiques, ont permis de mettre en evidence que l'a- 
gaiactosy transferase de Mb agit preferentiellement sur des accepteurs de type 
Gaipi-3-/? (Table I) et parmi tous les glycannes accepteur, la mesure de 
r activite de substrat relative V MaA / K M prouve que le disaccharide 
GalploGalNAc est le meilleur accepteur (Tableau II). 
15 Af ~ m determiner la liaison (anomerie et substitution) entre le residu de 

Gal transfere et 1' accepteur, nous avons prepare une importante quantite du 
produit galactosyl en utilisant comme accepteur l'aryl-glycoside Gaipi- 
3GalNAcal-0-bn et comme source d'enzyme la fraction microsomaie de Mb. 
V analyse par RMN et MS du produit forme a permis d'etablir que Tactivite a- 
20 galactosyltransferase de Mb synthetise le produit : Gala l-4Gaipi-3GaIN Accel - 

O-bn. II est remarquable qu'un seul produit galactosyle a ete identifie sans 
qu'aucun signal correspondant a une nouvelle liaison p ou a des substitutions 
autres que celle du C-4 du Gal accepteur n'ait pu etre mise en evidence au cours 
des analyses par RMN ou MS. On peut done conclure que les microsomes de 
25 Mb renferment essentiellement ou exclusivement une activite 

a-galactosyltransferasique qui catalyse Tajout de residus de Gal par une liaison 
al,4 sur les sequences terminates Gaipi-3GalNAc. 

Le disaccharide terminal Gaipi-3GalNAc est habituellement retrouve sur 
les sites de O-glycosylation de nombreuses asialo-glycoproteines, ainsi que sur 
30 des glycolipides tels que le G A1 , le G Mla ou le G Dlb . II est demontre que l'al,4- 

Gal-T de Mb agit preferentiellement sur les glycoproteines plutot que sur les 
glycolipides. Ce resultat est en accord avec 1' observation concernant la fixation 
de la BSI-B4 sur les glycoproteines endogenes de la lignee Mb. Par la suite, il a 
ete demontre que cette nouvelle activite catalyse preferentiellement le transfert 
35 de residus de Gal sur les O-glycannes Galpl-3GalNAcal-0-Ser/Thr plutot que 

sur les disaccharides Gaipi^GIcNAc presents en position terminale non 
reductrice des Mglycannes de Tasialo-fetuine. 
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La source d'enzyme utilisee etant la fraction microsomale de la lignee Mb 
on ne petit pas exclure la presence d'autres galactosyltransterases udlisant 
I'UDP-Gal comme substrat donneur. Toutefois, seule Tactivite core-1 pi 3- 
galactosyltransferasique (UDP-Gal : GalNAcal-O-Ser/Thr (31,3-gaIactosyl 
transferase) a ete caracterisee dans les lignee cellulaires de lepidopteres 
(Thomsen et al., 1990) et l'activite pi,4-galactosyltransferasique (UDP-Gal ■ 
GlcNAc pi,4-galactosyltransferase) qui catalyse ('addition de Gal sur les 
structures W-glycanniques n'a jamais ete mise en evidence dans les cellules' 
d'insectes. De plus, ces deux enzymes n'utilisent pas comme substrat accepteur 
des oligosaccharides porteur a leur extremite non reductrice d'un residu de Gal. 
Par consequent, il est peut probable que des galactosyltransferases ait pu 
interferer dans les essais visant a caracteriser a-galactosyltransferase de Mb et 
ceci malgre la presence dans les microsomes de Mb de nombreuses 
glycosy [transferases. 

Le disaccharide Galal-4Gal a ete recherche dans differents tissus animaux 
et humains (Taniguchi et al., 1985; Bailly etal, 1992; Stults etai, 1995). Ces 
etudes ont montre que seuls des glycolipides etaient porteurs du disaccharide 
GaIcd-4Gal tels que, le galabiosylceramide (Galal-4Galpl-Cer) ou les 
antigenes du groupe sanguin P (Yang et al., 1994). Le groupe sanguin P est 
constitue de trois antigenes qui possedent le disaccharide Galal-4Gal ■ 
1'antigene P k (Galal-4Gaipi-4Glcpi-Cer) ; Tantigene P (GalN Acp 1-3 Gala 1- 
4Galpl-4Glcpl-Cer) et 1'antigene P, (Galal-4Gaipi-4GlcNAcpi-3Gaipi- 
4Glcpi-Cer) (Bailly et al., 1992). L'activite al,4-Gal-T caracterisee dans la 
lignee Mb est original car elle catalyse la synthese de l'epitope Galal-4Gal lie 
en pi,3 sur un residu de GalNAc et agit preferentiellement sur les 
glycoproteines plutot que sur les glycolipides. 

L'importante activite al,4-Gal-T presente dans Mb a permis de synthetiser 
plusieurs milligrammes de l'aryl-glycoside Galccl-4Galpl-3GalNAcal-0-bn et 
ainsi d'initier des experiences visant a trouver des applications au trisaccharide 
Galal-4Gaipi-3GalNAc. De plus, cet aryl-glycoside s'est avere capable 
d'.nhiber 1' agglutination des hematies P\ et P k 2 causee par les anticorps anti-P k , 
specifiques du glycosylceramide Galal-4Galpl-4Glcpl-Cer. Comme 
Tagglutination des erythrocytes P, par 1 'anticorps anti-P„ specifique du 
glycosylceramide Galal-4Gaipi-4GlcNAcpi-3Galpl-4Gl C pi-Cer, n'est pas 
inhibee par ce nouvel aryl-glycoside, on peut en conclure qu'il existe une 
mhibition specifique de Tantigene P k , mais pas de reaction croisee avec 
l'ant.gene P,. Ces resultats confirment des observations anterieures qui 
indiquent que les anticorps anti-P k ont une specificite relativement large vis-a-vis 
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du disaccharide GaIori-4Gal, alors que la specificite des anticorps anti-P. est 
plus strictc et met en evidence le role critique de la N-acetylgiucosamine dans le 
trisaccharidc terminal du glycosylceramide P x (Galal-4Galpl-4GlcNAcfM- 
3GalJi!-4Glcpl-Cer) (Watkins et Morgan, 1976 ; Cowles et Blumberg, 1986 : 
Bailly ef al, 1987). De plus, I'aryl-glycoside GalaMGaipi-3GalNAca-0-bn 
est capable d'inhiber les agglutinations des hematies F { et P k i piovoquees par ia 
BSI-B 4 (Tableau VI). Cette derniere information est a rapprocher de 
1'observation princeps, c'est a dire la fixation specifique de la BSI-3 4 sur les 
glycoproteins endogenes de la lignee Mb, et plaide en faveur de la presence du 
trisaccharide Gakxl-4Gaipi-3GalNAc sur les glycoproteines endogenes de la 
lignee Mb. 

II faut signaler que de nombreuses etudes ont montre que le 
galabiosylceramide, ainsi que les antigenes P, et P k etaient presents sur les tissus 
humains et animaux (particulierement chez le pore) (Holgersson et a.L, 1990; 
Lundblad et al, 1980; Bock et al, 1985; Lanne et al, 1996). De plus, le 
disaccharide Galocl-4Gal present sur les glycolipides est responsable de la 
fixation de bacteries pathogenes, de toxines bacteriennes et de virus a la surface 
de tissus. humains et animaux. Le trisaccharide Galal-4Gaipi-3GalNAc, libre 
ou conjugue, peut inhiber l'adhesion sur les tissus botes des bacteries 
pathogenes, telles que : les souches d 1 Escherichia coli ureophatogenes (Bock et 
al, 1985) ; les souches Escherichia coli exprimant les G-adhesines (Pap G) sur 
leurs P-fimbriae (Stromberg et aL, 1990) et les souches de Streptococcus suis 
qui sont responsables de meningites chez le pore et l'homme (Haataja et al, 
1993 et 1994). Le trisaccharide Galctl-4Galpl-3GalNAc peut aussi empecher 
l'adhesion de toxines bacteriennes, telles que : la Vero toxine d' Escherichia coli 
qui peut contaminer les viandes bovines et ovines et provoquer des diarrhees 
hemorragiques et des insuffisances renales aigues chez les consommateurs 
(Lingwood et al, 1987; Yiu et Lingwood, 1992) ; la Shiga toxine de Shigella 
dysenteriae (Lindberg et al., 1987) ; I'enterotoxine-B de Staphylococcus qui est 
responsable de diarrhees potentiellement letales pour Thomme (Chatterjee et al, 
1995). De plus, l'activite al,4-GT de Mb peut etre utilisee pour la synthese 
d' oligosaccharides renfermant le disaccharide Gakxl-4Gal. Ainsi, des glycannes 
porteurs d'une antigenicite de type P peuvent etre utilises pour lutter contre les 
infections provoquees par le Parvovirus B19 puisque celui-ci reconnait 
1'antigene P. Ce virus est responsable d'anemies chez Thomme qui peuvent 
entrainer la mort de foetus (Brown et al., 1993). 

En conclusion, cette etude a permis d' identifier et de caracteriser une 
nouvelle activite al 3 4-Gal-T dans la lignee Mb responsable de la presence de 
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l 'epitope disaccbaridique Galal-4Gal sur ies 0-glycoproteines endogen&s ce 
Mb. Cettc nouvclle glycosyltransferase caracterisee chez Ies insectes 
represented une source d' enzyme pour la biosynthese d' epitopes 
oligosaccharidiques utilisables en therapie. 
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Abreviations 

Ac, acetyl; al,4-Gal-T, UDP-Gal : Galpl-3GalNAc al,4- 
galactosyltransferase; aMe-Gal, Galal-0-methyl; bn, benzyl; BSI-B*, 
Bandeiraea simplicifolia lectine-I isolectine B 4 ; Cer, ceramide; COSY, two- 

20 dimensional homonuclear correlation spectroscopy, DAB, 3,3' 

diaminobenzidine tetrahydrochloride; Fuc, fucose; Gal, galactose; GalNAc, N- 
acetylgalactosamine; GC, chromatographic en phase gazeuse, GC-MS, 
chromatographie en phase gazeuse couplee a la spectrometrie de masse; Glc, 
glucose; GlcNAc, N-acetylglucosamine; HMQC, two-dimensional heteronuclear 

25 multiple-quantum coherence spectroscopy, Me, methyl; MALD-MS, matrix- 

assisted laser desorption mass spectrometry, Man, mannose; Mb, lignee 
Mamestra brassicae clone SPCMb-92-C6; Me, methyl; MES, acide 4- 
morpholine-ethanesulfonique; MS, Spectrometrie de masse; RMN, resonance 
magnetique nucleaire; PBS, Tampon de phosphate de sodium; pNp, p- 

30 nitrophenol; Sf-9, lignee Spodoptera frugiperda clone ATCC CRL 1711; 5/-21, 

Lignee non clonee Spodoptera frugiperda IPLB-S/-21-AE; TBS, Tris/HCl 10 
mM, NaCl 0,15 M, pH7.4; Tn, lignee Trichoplusia ni clone 7>i-5-B14. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation coenzymes a activite a-galactosyltransferase provenant de 
cellules d'insectes, pour la mise en oeuvre d'un . procede enzymatique de 
preparation de composes a-galactosyles, ledit procede comprenant une etape de 
transfert d'un residu de galactose sur un residu terminal de galactose d'un 
substrat determine. 

2. Utilisation selon la revendication 1, d'enzymes a activite a 1,4- 
galactosyltransferase, pour la mise en oeuvre d'un procede de preparation de 
composes al,4-galactosyl£s, ledit procede comprenant une etape de transfert 
d'un residu de galactose, par 1' intermediate d'une liaison-al,4, sur un residu 
terminal de galactose d'un substrat determine, de maniere a obtenir un produit 
comportant un disaccharide Galal-4Gal, en position terminale non reductrice. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que les 
cellules d'insectes sont des cellules de lepidopteres, notamment des especes : 

Spodoptera, tel que Spodopterafrugiperda, 
Mamestra, tel que Mamestra brassicae, 
Trichoplusia, tel que Trichoplusia ni. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
les cellules d'insectes sont des cellules de Mamestra, tel que Mamestra 
brassicae, notamment des cellules de la lignee cellulaire de Mamestra brassicae 
d6posee k la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de Tlnstitut 
Pasteur sous le numero 1-2045, le 26 juin 1998. 

5. Cellules de la lignee cellulaire de Mamestra brassicae deposee a la 
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de Tlnstitut Pasteur sous 
le numero 1-2045, le 26 juin 1998. 

6. Extrait cellulaire a activite a-galactosyltransferase, . notamment 
al,4-galactosyltransferase, tel qu'obtenu a partir de cellules d'insectes, 
notamment a partir de cellules de lepidopteres telles que definies dans la 
revendication 3 ou 4. 

7. Procede enzymatique de preparation de composes a-galactosyles, 
comprenant une etape de transfert d'un residu de galactose sur un residu 
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terminal de galactose (Tun substrat determin6, caracterise en ce qu'il comprend 
les etapes suivantes : 

- la reaction d'UDP-Gal avec ledit substrat en presence d'une enzyme a 
activite cc-galactosyltransferase telle qu'obtenue a partir de cellules d'insectes, 
telles que celles definies dans la revendication 3 ou 4, 

- le cas echeant la purification du produit obtenu lors de la reaction 
precedents 

8. Procede enzymatique selon la revendication 7, caracterise en ce que la 
reaction d'UDP-Gal avec le substrat est effectuee en presence de cellules 
d'insectes exprimant l'enzyme a activite oc-galactosyltransferase n6cessaire a 
ladite reaction, ou en presence d'un extrait cellulaire selon la revendication 6. 

9. Procede de preparation de al,4-galactosyles, par transfert d'un residu 
de galactose, par l'intermediaire d'une liaison al,4, sur un residu terminal de 
galactose d'un substrat determine, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- la reaction d'UDP-Gal avec ledit substrat en presence d'une enzyme a 
activite ocl,4-galactosyltransferase telle qu'obtenue a partir de cellules 
d'insectes, pour obtenir un compose <xl,4-galactosyle, comprenant le 
disaccharide Galal-4Gal en position terminale non reductrice, 

- le cas echeant la purification dudit produit ainsi obtenu. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que la reaction 
d'UDP-Gal avec le substrat est effectuee en presence de cellules d'insectes, 
telles que celles definies dans la revendication 3 ou 4, productrices de 1' enzyme 
a activite al,4-galactosyltransferase necessaire a ladite reaction, ou en presence 
d'un extrait cellulaire selon la revendication 6. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce que les 
cellules d'insectes utilisees sont des cellules de Mamestra, tel que Mamestra 
brassicae, et plus particulierement des cellules de la lignee cellulaire de 
Mamestra brassicae deposee a la Collection Nationale de Cultures de Micro- 
organismes de l'lnstitut Pasteur sous le numero 1-2045, le 26 juin 1998. 

12. Procede selon l'une des revendications 9 a 11, caracterise en ce que : 
* le substrat est un compose de formule : 

Gaipi-i^X-R 
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dans laquelle : 

- correspond a la position, sur le residu X defini ci-apres, du carbone 
porteur de l'hydroxyle sur lequel s'effectue la liaison avec le residu terminal de 
p-D-galactopyranose dudit substrat (represente par Gaipi dans la formule ci- 
dessus), et represente 1, 2, 3, 4, ou 6; de preference ^ represente 3 ou 4, et 

- X represente un oside, notamment un residu de galactose, ou de glucose, 
ou de N-acetyl-D-galactosamine ou de 2-O-acetyl-D-galactopyranose, 

- R represente : 

. un atome d'hydrogene, 

. un monosaccharide ou un oligosaccharide, 

. un oside ou oligoside porteur a leur extremite reductrice d'un 
aglycone tel que defini ci-dessous, 

. un aglycone, tel qu'un groupe benzyle ou phenyle, substitud ou non, 
notamment un groupe paranitrophenyle, ou un groupe alkyle de. 1 a 10 atomes 
de carbone, notamment un groupe -(CH2) m -CH3 dans lequel m represente 0 ou 
un nombre entier de 1 a 7, 

. une glycoprotein, notamment une glycoprotein substituee par des 
O-glycannes, telle que l'asialo-fetuine, 

. un acide amine, un peptide, une proteine, ou une neoglycoproteine, 
notamment l'albumine serique bovine chimiquement couplee a un oligoside, 

. un glycolipide, notamment le lactosylceramide de formule Galpl- 
4Glcpl-Cer, le Gm 3 de formule NeuAca2-3Galpl-4Glcpl-Cer, le G^ de 
formule NeuAca2-8NeuAca2-3Galp l-4Glcp 1-Cer, 

. un lipide, un ceramide, 

. un support multivalent non immunogene, notamment un derive de 
polyacrylamide, ou une polylysine, dont les fonctions amines des chaines 
lat£rales sont substituees par des groupes de formule Gaipi-nQX- dans laquelle 
iIq et X sont tels que defmis ci-dessus, 

* le produit obtenu est un compose de formule (I) suivante : 

Galal-nGaipi-noX-R (I) 

dans laquelle : 

- no X et R sont tels que defmis ci-dessus, et n correspond a la position de 
1' atome de carbone, du residu de galactose terminal dudit substrat, porteur de 
T hydroxy le sur lequel s'effectue la liaison avec le residu de galactose transfere. 

13. ProcedS selon Tune des revendications 9 a 11, caracterise en ce que le 
substrat est choisi parmi les composes suivants : 
Gaipi-3GalNAc, 
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Gaipi-3GalNAcocl-0-bn, 
Galp 1 -3 (2-0-Ac)Gaip 1-O-Me , 
Gaip l-3GlcNAcp 1-O-octyl, 
Galpl-3GlcNAc, 
Gaipi-4Glc, 

Gaipi-3GlcNAcpi-3Gaipi-4Glc, 

Gaipi-4GlcNAc, 

Gaipi-4GlcNAcpi-3Gaipi-4Glc, 

Galpl-3GalNAcpi-4Galpl-4Glcpi-Cer, 

Galpl-3GalNAcpl-4(NeuAca2-3)Gaipi-4Glcpl-Cer, 

Galpl-3GalNAcpi-4(NeuAca2-8NeuAca2-3)Galpl-4Glcpl-Cer } 

Gaipi-3GalNAcal-0-Ser/Thr. 

14. Composes de formule (I) suivante : 
Gala 1-nGalp 1-i^X-R (I) 
dans laquelle : 

- iIq correspond a la position, sur le r6sidu X defini ci-apres, du carbone 
porteur de Thydroxyle sur lequel s'effectue la liaison avec le residu terminal de 
P-D-galactopyranose dudit substrat (represente par Galpl dans la formule ci- 
dessus), et represente 1, 2, 3, 4, ou 6; de preference represente 3 ou 4, et 

- o represente 4, 

- X represente un oside, notamment un residu de galactose, ou de glucose, 
ou de N-acetyl-D-galactosamine ou de 2-O-acetyl-D-galactopyranose, 

- R represente : 

. un atome d'hydrogene, 

. un jnonosaccharide ou un oligosaccharide, 

. un oside ou oligoside porteur a leur extremite reductrice d'un 
aglycone tel que d6fini ci-dessous, 

. un aglycone, tel qu'un groupe benzyle ou phenyle, substitue ou non, 
notamment un groupe paranitrophenyle, ou un groupe alkyle de 1 a 10 atomes 
de carbone, notamment un groupe -(CH2) m -CH3 dans lequel m represente 0 ou 
un nombre entier de 1 a 7, 

. une glycoprotein, notamment une glycoprotein substituee par des 
O-gly cannes, telle que l'asialo-fetuine, 

. un acide amine, un peptide, une proteine, ou une neoglycoproteine, 
notamment l'albumine serique bovine chimiquement couplee a un oligoside, 
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. un glycolipide, notamment le lactosylceramide de formule Gaipi- 
4Glcpl-Cer, le de formule NeuAca2-3Galpl-4Glcp 1-Cer, le G D3 de 
formule NeuAca2-8NeuAca2-3Gaip l-4Glcp 1 -Cer , 

. un lipide, un ceramide, 

. un support multivalent non immunogene, notamment un derive de 
polyacrylamide, ou une polylysine, dont les fonctions amines des chaines 
lat6rales sont substituees par des groupes de formule Galpl-noX- dans laquelle 
no et X sont tels que definis ci-dessus, 

a l'exclusion du compos6 de formule Galal-4Gaipi-4Glc. de l'antigene P* 
de formule Galal-4Galpl-4Glcpi-Cer, et de l'antigene P x (Galal-4Galpl- 
4GlcNAcpi-3Galpl-4Glcpi-Cer). 

15. Compos6s selon la revendication 14 de formules suivantes : 
Galal-4Gaipi-3GalNAc, 

Galocl-4Galp l-3GalNAca 1-O-bn, 

Galal-4Galp l-3(2-0-Ac)Gaip 1-O-Me, 

Gala 1 -4Gaip 1 -3 GlcNAcp 1-O-octyl , 

Galal-4Galpl-3GlcNAc, 

Galal-4Gaipi-3GlcNAcpi-3Galpl-4Glc, 

Galal-4Gaipi-4GlcNAc, 

GalaMGaipi^GlcNAcpl-SGalpl^Glc, 

Galal-4Gaipi-3GalNAcpl-4Galpl-4Glcpl-Cer, 

Galal-4Galp l-3GalNAcp W(NeuAca2-3)Gaipi-4Glcp 1-Cer , 

Galal-4Gaip l-3GalNAcp l-4(NeuAca2-8NeuAca2-3)Galp l-4Glcp 1-Cer, 

Galal-4Galpl-3GalNAcal-0-Ser/Thr. 

16. Compositions pharmaceutiques caracterisees en ce qu'elles 
comprennent au moins un compose selon la revendication 14 ou 15, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, et le cas echeant, 
en association avec un ou plusieurs antibiotiques. 

17. Compositions alimentaires, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
au moins un compose selon la revendication 14 ou 15. 
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